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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Urtikarija ali koprivnica je obolenje kože, ki ga zelo hitro prepoznamo po spremembah na 
koži, ki so podobne spremembam, ki jih povzroči kopriva. Največkrat takšna sprememba na 
koži ne predstavlja velikih skrbi, saj jo po navadi spremlja le srbečica in blag pekoč občutek, 
ter izgine v nekaj dneh in ne pušča posledic na koži. Vzrok za pojav urtik na koži, so 
največkrat različne alergijske reakcije ali odzivi na infekcijo.  
Pri nekaj odstotkih ljudi se ta bolezen ponavlja dolgo časa. Kadar to traja več kot šest tednov 
se bolezen imenuje kronična urtikarija. Glavna težava te bolezni je predvsem nepoznavanje 
mehanizma in vzroka za nastanek.  
Znano je, da bolezensko stanje povzroča sproščanje histamina, levkotrienov in ostalih 
vnetnih faktorjev. Le-ti se sprostijo v okoliško tkivo ob aktivaciji in posledični degranulaciji 
vnetnih celic, kjer so glavni akterji  mastociti in bazofilci. V začetku raziskovanja 
mehanizma bolezni je bilo veliko pozornosti namenjeno predvsem mastocitom, zaradi 
njihove pomembne vloge v ostalih alergijskih reakcijah in vnetnih odzivih. Vendar se je v 
veliko študijah izkazalo, da mastociti pri kronični urtikariji nimajo unikatnih lastnosti, s 
katerimi bi lahko povzročali bolezensko stanje. Prav zaradi tega se vse več študij usmerja 
prav na bazofilce, ki se v zadnjih letih kažejo kot pomemben akter v marsikaterem obolenju. 
V nedavnih raziskavah je bilo dokazano znižano število bazofilcev v krvi  (bazopenija) pri 
bolnikih s kronično urtikarijo, s čemer se je le še potrdila vloga teh celic v tej bolezni. Ena 
izmed razlag bazopenije je, da le-ti migrirajo v tkivo ob poslabšanju bolezni, kjer se nato 
aktivirajo. Prav za dokazovanje te hipoteze in ostalih morebitnih sprememb na bazofilcih, 
smo v delu uporabili pet različnih označevalcev, in sicer: FCER1A, CPA3, HDC, CCL3 in 
KIT. Ti so poznani kot specifični označevalci za bazofilce, kar nam omogoča spremljanje 
sprememb med posameznimi stadiji bolezni.  
Zaradi našega nepoznavanja vzrokov in mehanizmov te bolezni je oteženo tudi zdravljenje. 
V začetnih fazah se za lajšanje simptomov uporablja predvsem splošne antihistaminike, kjer 
se povečajo odmerki, kadar standardne doze ne zadoščajo. Vendar njihova učinkovitost 
velikokrat ni bila zadovoljiva, zato se predvsem v težjih oblikah bolezni zdravljenje 
največkrat nadaljuje s sistemskimi glukokortikoidi, biološkim zdravilom omalizumab ali 
imunosupresivom ciklosporinom.  
Omalizumab je eden izmed učinkovitih bioloških zdravil za zdravljenje kronične urtikarije, 
ki je bil prvotno razvit za zdravljenje astme. Je humanizirano mišje monoklonsko protitelo, 
ki se veže na prosta protitelesa razreda IgE. Ker zdravilo ni bilo primarno razvito za to 
bolezen, mehanizem delovanja ni docela pojasnjen. Znano je, da se večina bolnikov na 
zdravilo zelo dobro in hitro odzove, poleg tega, zelo pogosto ostanejo brez simptomov tudi 
več mesecev po prejetju zdravila.   
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1.2 NAMEN DELA IN CILJI 
Namen dela je s pomočjo metode PCR v realnem času ugotoviti izražanje mRNA 
označevalcev bazofilcev, pri bolnikih s kronično spontano urtikarijo, v krvi in v tkivu, pri 
čemer smo ugotavljali izražanje mRNA za FCERIA, CCL3, CPA3, HDC in KIT. Poleg tega 
smo želeli preveriti ali je izražanje teh označevalcev povezano z odzivom bolnikov na 
zdravljenje z biološkim zdravilom omalizumab. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Pred pričetkom eksperimentalnega dela smo zastavili naslednje delovne hipoteze: 
 
1. Izražanje mRNA označevalcev bazofilcev je določljivo tako v krvi kot tudi v tkivu 
bolnikov s kronično urtikarijo. 
2. Spremembe v izražanju označevalcev bazofilcev se med zdravljenjem z 
omalizumabom spreminjajo in korelirajo z odzivom na zdravljenje. 
3. Pri bolnikih, ki se dobro odzivajo na omalizumab, pričakujemo naraščanje izražanja 
označevalcev v krvi in zmanjševanje le-teh v tkivu.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 KRONIČNA URTIKARIJA 
Urtikarija je bolezen, ki v povprečju prizadene 15 – 25 % ljudi. Povzročitelji urtikarije so 
lahko alergijske reakcije ali začetki infekcij. Poznamo več vrst urtikarije, in sicer če urtikarija 
traja manj kot šest tednov, je to poznano kot akutna urtikarija. V nasprotnem primeru, kjer 
se urtike ali koprivke pojavljajo vsaj dvakrat na teden, več kot šest tednov, se bolezen 
klasificira kot kronična urtikarija in teh bolnikov je približno 30 %. V 20 % pojavnosti 
kronične urtikarije je ta klasificirana kot fizikalna. V ostalih 80 % primerov, ni mogoče 
določiti vzročnega  alergena  ali sistemske bolezni, ki bi ji lahko pripisali nastanek urtikarij, 
zaradi česar, je bolezen večkrat imenovana tudi kronična spontana urtikarija (KU, angl. 
chronic spontaneous urticaria) (Saini, 2009).  
 
Urtikarija je enostavno prepoznavna predvsem po urtikah, to so blede otekline kože, skoraj 
vedno obdane z rdečino in se pojavljajo v različnih oblikah in velikostih. Njihova velikost 
se lahko giblje od nekaj milimetrov, do več centimetrov. Po navadi trajajo nekje do 24 ur in 
nato izginejo brez opaznih posledic na koži. Pojavljajo se lahko kjerkoli po telesu. Spremlja 
jih neprijetno srbenje, lahko tudi pekoč občutek in so zelo podobni spremembam na koži, ki 
se pojavijo ob stiku s koprivo, zaradi česar so poznane pod imenom koprivnica. Pri hudih 
epizodah bolezni se hkrati lahko pojavijo tudi drugi simptomi, kot so: slabost, bruhanje, 
bolečine glave in trebuha in vrtoglavica (Sachdeva in sod., 2011). 
 
Poleg urtik, se pri KU lahko pojavi tudi angioedem. Angioedem je lokalno zatekanje tkiva, 
kot posledica iztekanja plazemskih celic v sluznico ali kožo. Kaže se kot vnetje obraza, 
ustnic, zgornjih dihalnih poti in okončin. Koža v prizadetih predelih je po navadi rožnata, 
poleg tega povzroča srbeč, boleč in pekoč občutek. Angioedem lahko traja do 72 ur, v kolikor 
se ne zdravi. Čeprav imata obe stanji podoben vzročni mehanizem, je sama lokacija vnetja 
v tkivu različna. Namreč angioedem je prisoten v globljem dermisu in subkutanem tkivu, v 
nasprotju z urtikami, ki se pojavljajo na površini dermisa. (Jafilan in sod., 2015). 
 
Glavni vzrok za nastanek urtik in angioedema pri KU je degranulacija mastocitov in 
bazofilcev, kar pripelje do izločanja histamina, prostaglandinov, levkotrienov in ostalih 
vnetnih faktorjev (Vonakis in sod., 2005). Ti faktorji pomagajo pri privabljanju ostalih celic 
kot so eozinofilci, nevtrofilci in limfociti T, poleg tega pa povečajo izločanje kemokinov in 
citokinov. 
 
Histamin je eden izmed glavnih faktorjev, ki ga izločajo bazofilci in mastociti, je amin 
sintetiziran iz L-histidina, s pomočjo histidinske dekarboksilaze. Histamin hitro deluje na 
bronhialno in gladko mišično tkivo ter vaskularni endotelij, kar je vzrok za akutne simptome, 
kot so anafilaksija,  napadi astme in nastanek urtik (De Montjoye in sod., 2018).  
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Slika 1: Fiziologija z mastociti posredovane urtikarije (Jafilan in sod., 2015). 
V ZDA se KU pojavlja med približno 1 % posameznikov, in ima večjo pojavnost med 
ženskami (Greaves, 2000). Bolezenski spekter je dokaj širok, pri vsakem posamezniku se 
bolezen razlikuje glede na število in pogostost napadov urtike, glede na količino in 
razporejenost le teh, ter na sopojavnost angioedema in srbečice (Kaplan, 2004).  
 
Povprečno trajanje bolezni je nekje med tremi in petimi leti, v približno 20 %, lahko bolezen 
traja tudi več kot 5 let. Faktorji povezani z daljšim časom bolezni, so predvsem hude oblike 
simptomov, pridruženi angioedem, prisotnost avtoprotiteles proti tiroidni peroksidazi in 
pozitiven kožni test na avtologni serum (Toubi in sod., 2004). V mnogih raziskavah je bilo 
pokazano, da je poslabšanje kakovosti življenja pri bolnikih s KU podobno, kot pri bolnikih 
s srčnimi obolenji in ostalimi kožnimi boleznimi, kot sta luskavica in atopijski dermatitis 
(Grobb in sod., 2005). Pri mnogih bolnikih, ki niso jemali imunosupresivnih zdravil, je bilo 
pokazano, da se na letni ravni za njihovo zdravljenje in nego ustvari več kot 2000 $ stroškov 
(Delong in sod., 2008).   
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2.1.1 Vzroki kronične urtikarije 
Kronično urtikarijo delimo na fizikalno ter v večjem številu primerov na kronično spontano 
urtikarijo. Vzrokov za nastanek urtik po koži je več, tako poznamo notranje in zunanje 
sprožilce, ki posledično tvorijo simptome urtikarije. 
 
Fizikalna urtikarija je povzročena z mehanskimi dražljaji, ki so lahko različni. Pri 
posameznikih se lahko pojavlja več kot ena vrsta dražljajev, ki sproži nastanek urtik. 
Nekateri izmed teh so: izpostavitev mrazu, vodi, soncu, vibraciji, vročini, stresu, pritiskom 
kože, močnemu božanju (Wedi in sod., 2009). 
 
Poleg fizikalnih vzrokov so med najbolj pogostimi sprožilci tudi hrana, insekti, zdravila in 
infekcije. Infekcije s hepatitisom B, vrstami Streptococcus in Mycoplasma in herpesom 
simplex, so bile predvsem tiste povezane z nastankom urtikarij (Wedi in sod., 2004). Čeprav 
je bilo povezavo možno potegniti med infekcijo in urtikarijo, patogeneza le te ni jasna 
(Jafilan in sod., 2015).  
 
Za razliko od fizikalne urtikarije je pri tako imenovani spontani urtikariji, ki se pojavlja v 
večjem številu primerov (80 % vseh primerov kronične urtikarije), vzrok neznan (Jafilan in 
sod., 2015). 
 
Prav zaradi pomanjkanja vzroka nastanka bolezni pri kronični spontani urtikariji, se je začela 
oblikovati teorija avtoimunskega ozadja urtikarije. Ta teorija se je pojavila pred približno 
40-imi leti, ko so prvič povezali urtikarijo z boleznijo ščitnice (Leznoff in sod., 1983). 
Gruber in sod. (1988) so prvič dokazali prisotnost avtoprotiteles razreda IgG anti-IgE v 
bolnikih s KU, nakar so povezali njihovo prisotnost z nastankom urtik. Danes je znano, da 
ima 30 – 50 % bolnikov s KU prisotna avtoprotitelesa razreda IgG proti receptorju IgE 
(FceRIα) ali proti vsem IgE (Wai in sod., 2002). Poleg tega, je znana povezava med 
pojavnostjo kronične urtikarije in ostalih avtoimunih bolezni, kot so lupus, juvenilni 
revmatoidni artritis in avtoimuna bolezen ščitnice (Leznoff in sod., 1983, Wai in sod., 2002). 
2.1.2 Mehanizmi kronične spontane urtikarije 
Urtike in angioedem nastanejo kot posledica dilatacije žil in vdora tekočine v kožno tkivo. 
V tkivu urtik je v primerjavi z zdravimi kontrolami prisotno večje število celic. Povečano je 
število limfocitov, predvsem T-limfocitov, nevtrofilcev, eozinofilcev in bazofilcev. Z 
infiltracijo teh celic v obolelo tkivo se spremeni tudi profil citokinov, kjer se poveča 
izražanje interlevkina 4 (IL-4) in 5 (IL-5) ter interferona gama (IFN-gamma) (Caproni in 
sod., 2005). Povečana prisotnost teh peptidov nakazuje na mešanico imunskega odziva Th1 
in Th2, kar je bila ena izmed hipotez tudi v drugih člankih (Ferrer, 2015).  
  
Dilatacijo žil in povečano prepustnost žil v veliki meri povzroča histamin. Tega sprostijo 
različne celice ob njihovi aktivaciji. Glavni akterji pri sproščanju histamina so predvsem 
mastociti in bazofilci, ki so aktivirani iz različnih virov. Do aktivacije lahko prihaja s tvorbo 
imunskih kompleksov, z aktivacijo komplementa, povezovanje IgE, infekcij ali drugih 
povzročiteljev, ki direktno delujejo na ti dve skupini celic (Tedeschi in sod., 2014). Pozitiven 
serumski kožni test bi lahko pomenil, da so faktorji za sproščanje histamina prisotni v 
serumu. To je po odkritju avto protiteles razreda IgG proti FceRIα ter proti IgE, služilo kot 
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dobra hipoteza za avtoimuno aktivacijo in degranulacijo bazofilcev in mastocitov. Vendar 
protitelesa niso prisotna v vseh bolnikih, prav tako je tudi serumski kožni testi pozitiven le 
v 50 % bolnikov s KU. V študiji Asero in sod. (2006) so ugotovili, da so KU bolniki v večjem 
odstotku pozitivni na avtologni plazemski test, kar bi potrjevalo teorijo o sodelovanju 
vnetnega odziva s koagulacijskim. Namreč povečano število eozinofilcev, poveča aktivacijo 
koagulacijske kaskade, katera bi lahko s tvorbo trombina vplivala na degranulacijo tako 
bazofilcev, kot tudi mastocitev.  
 
Poleg teh hipotez se oblikuje tudi hipoteza o avtoalergijski reakciji. Pri bolnikih s KU se 
kaže povečano izražanje specifičnih IgE proti tiroidni peroskidazi, kar bi lahko pomenilo 
avtoalergijsko aktivacijo mastocitov. Vendar se to povišano izražanje teh specifičnih IgE, 
kaže le v polovici bolnikov s KU (Altrichter in sod., 2011).   
2.1.2.1 Vloga bazofilcev pri kronični spontani urtikariji 
V zadnjem času se vse več pozornosti posveča prav mastocitom podobnim celicam, in sicer 
bazofilcem. Prav gotovo so glavni razlog za preusmerjanje pozornosti iz mastocitov 
predvsem rezultati različnih študij na področju KU, v katerih ni bilo mogoče zaznati 
nikakršnih unikatnih sprememb na mastocitih, v primerjavi z zdravimi kontrolami. Edina 
sprememba, ki je bila zaznana, je njihova senzitivnost, ki je pri KU bolnikih do stokrat višja 
ob stimulusu, kar pomeni, da se hitreje degranulirajo, kot mastociti v zdravih kontrolah 
(Jacques in sod., 1992). 
 
Bazofilci v krvi zastopajo manj kot 1 % vseh levkocitov. Prepoznavni so po citoplazemskih 
granulah, ki vsebujejo histamin, in površinskih receptorjih za IgE. Na začetku so bili 
bazofilci velikokrat opisani, kot krvni prekurzorji mastocitom v tkivu. Danes vemo, da imajo 
prav oni pomembno funkcijo v marsikaterem alergijskem vnetju. Že Ishizaka in sod. (1970) 
so ugotovili, da povezovanje receptorja velike afinitete za IgE (FcεRI) z antigeni ali anti-
IgE, povzroči sekrecijo granul in s tem izločanje histamina. Čeprav natančna vloga 
bazofilcev v vnetnih reakcijah ni znana, vemo, da predvsem njihova migracija v kožno, 
nosno, pljučno tkivo igra pomembno vlogo pri nastanku različnih bolezni (Ying in sod., 
2002). 
 
Natančna vloga bazofilcev pri KU še vedno ni znana, vendar zaradi številnih razlik 
bazofilcev med aktivno obliko KU v primerjavi z zdravimi osebami, obstajajo o vlogi 
bazofilcev številne teorije. Najbolj zanimivo je predvsem to, da veliko teh unikatnih 
značilnosti izgine med fazo olajšanja bolezni in med učinkovitimi zdravljenji. Osredotočanje 
študij na bazofilce se je povečalo predvsem po odkritju bazopenije v bolnikih s KU. Prav to 
znižanje bazofilcev v krvi so kasneje uspešno povezali s težo bolezni (Grattan in sod., 1997). 
Zmanjšano število bazofilnih celic v krvi je bilo povezano z reakcijo antigen-protitelo, kar 
bi lahko pomenilo avtoimuno ozadje bolezni. Danes je znana povečana prisotnost bazofilcev 
v tkivu pri bolnikih s KU, zaradi česar je predlagana teorija o migraciji le teh v tkivo (Caproni 
in sod., 2005). To je podkrepljeno še z dokazi o delovanju kortikosteroidov, kateri 
zmanjšujejo premikanje bazofilcev in preprečujejo njihovo rekrutacijo v lezije (Grattan in 
sod., 2003). Poleg tega to teorijo potrjuje ena izmed možnih hipotez o delovanju 
omalizumaba (Metz in sod., 2014).  
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Poleg spremembe števila bazofilcev, je pri bolnikih s KU spremenjena tudi njihova funkcija. 
Lourenco in sod. (2008) so na njih našli povečano izražanje FcεRI in povečano odzivnost na 
IL-3. Kern in Lichtenstein (1976) sta ugotovila, da imajo bazofilci pri KU zmanjšan odziv 
na stimulacijo z anti-IgE. Vendar ta odziv ni zmanjšan z uporabo drugih stimulusov, kot so 
MCP-1, bradikinin in C5a. Prav tako ni bilo možno zaznati spremembe v količini histamina, 
v primerjavi z bazofilci kontrolnih bolnikov. To zmanjšanje odziva se ne zdi posledica 
nekega generalnega poslabšanja v kaskadni signalizaciji, saj se bazofilci odzovejo 
primerljivo z zdravimi kontrolami ob drugih stimulusih (Zuberbier in sod., 1996). Ena izmed 
teorij za to zmanjšanje je bazofilna desenzibilizacija kaskadne poti FcεRI (Sabroe in sod., 
1998).  
 
Čeprav ena izmed možnih teorij še vedno ločuje KU na avtoimuno in ne avtoimuno, glede 
na prisotnost avto protiteles, v testiranjih ni bilo mogoče zaznati sprememb v mehanizmu 
delovanja bazofilcev med posameznima skupinama. Pri obeh skupinah so imeli bazofilci 
zmanjšan odziv le na anti-IgE (Ferrer, 2015) in ne na ostale stimulacije.   
 
V različnih študijah je bila ugotovljena tudi hitra degranulacija KU bazofilcev ob prisotnosti 
seruma ne glede na status osebe. Najbolj zanimivo je, da so se celice odzvale tudi ob 
stimulusu s serumom zdravega človeka. Faktor v serumu, ki to povzroči, ni bil identificiran, 
vendar je to zanimivo predvsem s stališča, da je ta zmožnost bazofilcev unikatna le za KU 
(Luquin in sod., 2005). 
 
Sterba in sod. (2015) so naleteli na  popolnoma drugo unikatnost KU bazofilcev, in sicer 
njihovo zmožnost prenosa zmanjšanega odziva na stimulacijo z anti-IgE, na bazofilce 
zdravih ljudi. Namreč po inkubaciji bazofilcev zdravih kontrol s serumom bolnikov s KU, 
so zaznali zmanjšano sprostitev histamina, posredovano s FcεRI.  
 
V novejših študijah o delovanju novega biološkega zdravila omalizumaba, so bili bazofilci 
postavljeni kot glavni akterji pri delovanju zdravila. Omalizumab namreč deluje z 
zmanjševanjem vezave IgE in izražanjem receptorja FcεRI, katera se pri mastocitih znižata 
šele po 70 dneh, vendar pa se spremembe kliničnih znakov kažejo že veliko prej (Kaplan in 
sod., 2016). V nasprotju je na bazofilcih to znižanje možno zaznati že v 8 dneh (Metz in 
sod., 2014), kar sovpada z izboljšanjem kliničnih znakov.  
2.2 ZDRAVLJENJE KRONIČNE URTIKARIJE 
Ker je v mehanizem KU vključenih več različnih imunskih celic, med drugim, bazofilci, 
mastociti in limfociti T, je na voljo večje število potencialno učinkovitih zdravljenj. Zaradi 
pomembne vloge histamina pri kronični urtikariji, so kot primarno zdravljenje še vedno 
predlagani različni antihistamniki. Vendar so bila zaradi neodzivnosti bolnikov na 
zdravljenje uporabljena še marsikatera proti vnetna ali imuno modulatorna zdravila. 
Uporabljena zdravila bi lahko glede na način delovanja razdelili v tri skupine: proti vnetno 
zdravljenje, imunosupresivno delovanje in drugi načini zdravljenja. 
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2.2.1 H1-antagonisti 
Za primarno zdravljenje se uporabljajo predvsem H1-antagonisti. To so eni izmed najbolj 
množično uporabljenih zdravil na svetu in se uporabljajo kot pomirjevala, anitemetiki in tudi 
antialergiki (De Montjoye in sod., 2018). H1-antagonisti delujejo z vezavo na receptor 
(H1HR1) in tako stabilizirajo celice, ki ga izražajo, s čemer znižajo njihovo aktivnost. Pri 
bolnikih z astmo je bilo ugotovljeno, da takšna zdravila zmanjšujejo imunski odziv Th2 z 
zmanjševanjem izločanja IL-4 in IL-5, poleg tega zmanjšujejo nastanek alergen-specifičnih 
IgE v telesu (Jutel in sod., 2009). 
 
Prve generacije H1-antagonistov, kot so klorfenamin, hidroksizin in prometazin, so se 
izkazali za zelo uspešne tudi pri zdravljenju urtikarij. Vendar imajo vsi, poleg zmanjševanja 
alergijskega odziva, tudi pomirjevalni učinek, ki pa v večini primerov ni zaželen. Učinek teh 
zdravil na centralno živčevje, je zelo podobno učinku alkohola ali ostalih pomirjeval. Prav 
zaradi tega so bila ta zdravila velikokrat povezana z različnimi nesrečami in nezgodami 
(Church in sod., 2010).  
 
Danes se po smernicah zdravljenja, postavljenih na EAACI/GA2LEN/EDF/WAO (2013), za 
zdravljenje kronične urtikarije kot prvo zdravilo uporabljajo predvsem H1-antagonisti druge 
generacije. Ti delujejo podobno, z učinkovitim antipruiritičnim delovanjem, vendar imajo 
zmanjšan pomirjevalni in antiholingerični učinek (Zuberbier in sod., 2009). V različnih 
študijah je bila prikazana učinkovitost teh zdravil pri KU, vendar so nekatera zdravila bolj 
učinkovita od drugih (Zuberbier, 2012). Kot primer je cetirizin dokazano boljši od 
feksofenadina (Handa in sod., 2004), pri marsikaterih drugih je bilo ugotovljeno, da ima 
povečan odmerek zdravila lahko veliko boljši učinek pri zdravljenju KU. Tak primer sta 
bilastin in desloratadin, kjer so dozo povečali štirikrat v primerjavi s standardnimi načini 
zdravljenja (Staevska in sod., 2010). 
2.2.2 Kortikosteroidi 
Ti so v primeru KU uporabljeni kot proti vnetna zdravila in ne kot imunosupresorji, namreč 
največkrat se jih uporablja v manjših odmerkih, s čimer dosežemo le-to indikacijo. Proti 
vnetno delovanje kortikosteroidov, naj bi bilo povezano z njihovim zniževanjem izražanja 
vnetnih genov in povečanim izražanjem proti vnetnih genov. Vendar je iz učinka zdravila 
vidno, da ta zdravila pokažejo pozitivne učinke že veliko prej, kot bi bilo potrebno za znižano 
izražanje genov (Stahn in sod., 2007). Zaradi tega je predlagana teorija, da ta zdravila 
učinkujejo na zmanjšanje delovanja vnetnih celic, kot je na primer manjše izločanje 
histamina in tudi zmanjšanje vaskularne permeabilnosti, s čimer onemogočijo premike 
vnetnih celic v tkivo (Rhen in sod., 2005). Iz kar nekaj študij je znano, da kortikosteroidi 
niso najbolj primerni za zdravljenje KU. Prav zaradi teh se trenutna priporočila nagibajo le 
h kratkotrajni uporabi kortikosteroidov za hitro zmanjšanje simptomov, nato se mora za 
nadaljnje zdravljenje uporabljati ostale terapije.  
2.2.3 Omalizumab (OmAb) 
Omalizumab je rekombinantno mišje humanizirano monoklonsko protitelo anti-IgE. Z 
visoko afiniteto se veže na mesto Cε3 protiteles IgE. Primarno je bil razvit in odobren za 
zdravljenje hudih oblik alergijske astme, vendar se je kasneje pokazala njegova učinkovitost 
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pri zdravljenju hudih oblik kronične urtikarije, predvsem pri bolnikih, kjer druga zdravila 
niso kazala učinkovitosti. Ker mehanizem in predvsem vzrok kronične urtikarije ni preveč 
dobro poznan, je tudi delovanje tega zdravila težko natančno razložiti (EMA, 2015). Znano 
je, da ima veliko bolnikov avtoprotitelesa, ki naj bi aktivirala mastocite in tako povzročala 
klinične znake KU. Ena izmed hipotez trdi, da omalizumab deluje na to pot, z zamreženjem 
teh avtoprotiteles (Chang, 2000). OmAb namreč preprečuje vezavo prostih IgE na receptor 
FcεRI na tarčnih celicah, kot so mastociti, bazofilci in dentritične celice, ter tako zavira 
nastanek bolezni (Serrano-Candelas in sod., 2016). V študiji Serrano-Candelas in sod. (2016) 
so dokazali, da OmAb lahko disociira že vezane IgE iz bazofilcev in mastocitov in s tem 
zmanjša njihovo reaktivnost ter preprečuje povečano degranulacijo. Omalizumab zmanjša 
tudi število prostih IgE in s tem posledično znižuje izražanje receptorja FcεRI na bazofilcih 
in mastocitih. Poleg znižanega izražanja, manjšega števila prostih IgE, povzroča tudi 
degradacijo že izraženih FcεRI receptorjev, ker ti niso stabilizirani z vezavo na IgE (Gomez 
in sod., 2007). V študiji so ugotovili tudi, da je pri bolnikih s KU več celic, ki izražajo 
označevalce IgE in FcεRI (Metz in sod., 2014), kot pri zdravih kontrolah in da se to število 
zmanjša po nekaj tedenskem zdravljenju z OmAb. Znano je tudi, da omalizumab zniža 
izražanje različnih inflamatornih citokinov, kot so IL-2, IL-4, IL-8 in IL-13 (Oliver in sod., 
2010). Za OmAb je značilno, da stabilizira mastocite, in tako zmanjša njihovo možnost 
aktivacije, s čemer zniža tudi število simptomov urtikarije.  
 
O učinkovitosti delovanja omalizumaba je bilo narejeno kar nekaj študij. Ena izmed takšnih 
je klinična študija (Maurer in sod., 2015), kjer so ugotovili, da se 52 – 66 % bolnikom, ki so 
neodzivni na antihistaminike, stanje bolezni drastično izboljša na UAS7 (angl. Urticaria 
Activity Score Over 7 Days) < 6. Zaradi takšnih študij, je bilo potrjeno, da je omalizumab 
primeren in varen za uporabo, predvsem pri bolnikih, kjer ostale vrste zdravljenja niso 
uspešne. Po priporočilih je to zdravilo primerno kot tretje ali četrto v vrsti za zdravljenje. 
Trenutno je v nekaj državah odobreno za zdravljenje predvsem bolnikov s težjo obliko 
bolezni (De Montjoye in sod. 2018).  
 
Učinkovanje omalizumaba se med različnimi bolniki nekoliko razlikuje. Tako je mogoče 
bolnike razdeliti glede na spremembo kliničnih znakov po jemanju zdravila na vsaj dve 
skupini. In sicer na tiste, ki se odzovejo zelo hitro (v manj kot 4 tednih) in tiste, ki potrebujejo 
več kot 3 mesece za zmanjšanje simptomov (Kaplan in sod., 2016). V našem primeru je bilo, 
iz kliničnih podatkov (točkovalnika UAS7), mogoče bolnike razdeliti na tri skupine, in sicer 
na bolnike s takojšnjim popolnim odzivom (do 2 tednov), na tiste s popolnim odzivom (v 
časovnem obdobju 3 mesece) in tiste, ki so bili neodzivni na tretma z omalizumabom. Vzrok 
za takšne razlike v odzivu bolnikov, je zaradi nepoznavanja delovanja bolezni in tudi 
nepoznavanja natančnega mehanizma delovanja zdravila težko identificirati. Prav zaradi teh 
razlogov so potrebne raziskave, s katerimi bi ugotovili natančen mehanizem delovanja 
omalizumaba, predvsem na bazofilce in mastocite. Mednje sodi tudi naše delo, kjer smo 
poskušali s pomočjo označevalcev RNA identificirati delovanje bazofilcev in mastocitev pri 
zdravljenju. 
2.2.4 Ciklosporin A (CsA) 
Je imunosupresivno zdravilo, ki dokazano zmanjšuje izločanje histamina, levkotrienov in 
prostaglandinov iz mastocitov in bazofilcev (Stellato in sod., 1992). Prav zaradi tega 
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delovanja se bolniki s KU zgodaj odzovejo na ciklosporin. V študiji je bilo dokazano, da 
celice, inkubirane v CsA, niso izločale histamina po stimulaciji le teh s serumom bolnikov s 
KU (Marsland in sod., 2005). Poleg zmanjševanja izločanja histamina, CsA zniža izražanje 
različnih citokinov, predvsem IL-2, katerega povezujemo v različne imunološke procese in 
predvsem v delovanje mastocitov (Serhat in sod., 2008). Prav tako CsA zniža produkcijo 
protiteles, in sicer IgG anti-FcεRIα, IgG anti-IgE in IgE proti avtoantigenom (Grattan in sod., 
2000). Uporaba CsA za zdravljenje KU je bila opisana v nekaterih študijah, vendar je bila 
globalna odzivnost bolnikov slaba, le okoli 60 % (Vena in sod., 2006). Zdravljenje je trajalo 
4 do 16 tednov, vendar je bilo mogoče pri večini bolnikov, opaziti ponoven nastanek bolezni 
po prenehanju zdravljenja. Poleg tega ima CsA kar nekaj stranskih učinkov, tako da so 
nekateri bolniki morali predčasno prenehati z zdravljenjem. Predvsem zaradi neučinkovitosti 
zdravila glede na sedanje študije se CsA priporoča kot tretje ali celo četrto zdravilo v vrsti 
za zdravljenje KU (De Montjoye in sod., 2018). 
2.2.5 Antilevkotrieni 
Antilevkotrieni so učinkovine, ki delujejo kot antagonisti levkotrienskih receptorjev. 
Levkotrieni so znani kot bioaktivni mediatorji v različnih alergijskih boleznih, kot sta astma 
in kronična urtikarija (Ferrer in sod., 2002). Prav tako je znana njihova vpletenost prav v 
nastanek urtik na koži, saj naj bi povzročali dilatacijo in posledično otekanje kožnega tkiva 
(Soter in sod., 1983). V nekaterih študijah, npr. Nettis in sod. (2001), je bila prikazana večja 
učinkovitost prav teh zdravil v primerjavi s H1-antagonisti, vendar pa to ni veljalo za vsa 
zdravila te kategorije (Reimers in sod., 2002). Poleg uporabe teh zdravil kot primarnih, so 
nekatere študije dokazale njihovo uporabnost v kombinaciji s H1-antagonisti. Primer je 
uporaba desloratadina z montelukastom, kjer je bilo ugotovljeno, da ima kombinacija zdravil 
večjo učinkovitost pri zdravljenju kot uporaba desloratadina s placebom (Nettis in sod., 
2004). Prav zaradi tega veljajo priporočila, kjer je uporaba antilevkotrienov kot drugo 
zdravilo (po smernicah AAAAI/ACAAI Joint Task Force 2014) ali kot tretje (po smernicah 
EAACI/GA2LEN/EDF/WAO 2013) za zdravljenje KU.  
2.2.6 Druga zdravila 
Poleg zgoraj naštetih zdravil se za zdravljenje uporablja še nekaj različnih učinkovin, pri 
katerih pa učinkovitost še ni do dobra dokazana. Nekatere izmed njih so imuno modulatorne 
učinkovine kot sta sulfasalazin in kolhicin. Obe se v primeru KU izkažeta kot slabi alternativi 
ostalim, saj je njuna učinkovitost slaba, poleg tega so ti rezultati pridobljeni iz zelo majhnega 
števila vzorcev (Orden in sod., 2014; Pho in sod., 2011) 
 
Druga skupina zdravil so tudi imunosupresivne učinkovine, kot so takrolimus, metrotreksat, 
rituksimab in ostali. Vsem tem učinkovinam je skupno, da je študij njihove učinkovitosti v 
KU zelo malo, obenem pa nekaj poznanih rezultatov ne kaže visoke učinkovitosti njihove 
uporabe (De Montjoye in sod., 2018). 
 
Poleg teh je bilo poskusov zdravljenja te bolezni še kar nekaj, vendar za zdaj boljših 
alternativ še ni. Pravilno terapijo za zdravljenje kronične urtikarije, je težko napovedati 
zaradi zapletenega ozadja in mehanizma poteka same bolezni. Prav tako tudi delovanje 
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učinkovitih zdravil, še vedno ni dobro razloženo, zaradi česar je iskanje boljše alternative 
zdravljenja precej oteženo. 
2.3 OZNAČEVALCI BAZOFILCEV 
Za opazovanje sprememb v bazofilcih in mastocitih se uporablja večje število različnih 
označevalcev, ki jih celice izražajo glede na njihovo stanje v telesu. Označevalci so bolj ali 
manj specifični za ti dve vrsti celic, ravno zato je potrebno izbrati tiste, ki v določenem 
okolju kar najbolje predstavljajo iskane celice.  
 
Eden izmed takšnih označevalcev je podenota α receptorja velike afinitete za IgE (FcεRIα ). 
FcεRI je tetramembranski protein, ki je sestavljen iz ene podenote α in ene podenote β, ter 
dveh podenot γ (Garman in sod., 2000). Ta proteinski kompleks se izraža na bazofilcih in 
mastocitih, zaradi česar je velikokrat izbran, kot dober genetski označevalec pri študijah o 
spremembah teh celic (Korosec in sod., 2017). 
 
Drugi izmed uporabljenih označevalcev je CPA3 (karboksipeptidaza A3), to je eden izmed 
encimov, ki je specifično povezan z mastociti in njim podobnimi celicami. Le-ti ga izločajo 
ob degranulaciji in je povezan z obrambo telesa predvsem pred paraziti (Sanglas in sod., 
2009). V zadnjih letih je bila dokazana ekspresija tega encima v bazofilcih in tudi njegovo 
izločanje ob degranulaciji, podobno kot se to dogaja v mastocitih (Korosec in sod., 2017; 
Siddhuraj in sod., 2017). 
 
L-histidin dekarboksilaza (HDC) je encim, ki katalizira nastanek histamina iz L-histidina. 
Ker je nastanek histamina specifičen le za nekatere celice, je tudi gen HDC specifično 
reguliran za izražanje v le določenih celicah. V hematopoetski liniji se izraža le v bazofilcih 
in mastocitih, zaradi česar je ta označevalec najbolj primeren za določanje prisotnosti teh 
celic, predvsem v krvi (Shadid in sod., 2009). 
 
Eden izmed potencialnih označevalce je tudi kemokin CCL3, ali drugače poznan tudi kot 
MIP-1-alpha (angl. macrophage inflammatory protein 1-alpha). Znano je, da je ta kemokin 
izražen v kosteh in kostnem mozgu in je pomemben stimulator formacije osteoklastov 
(Lorenzo, 2016). Poleg tega ga izražajo monociti in makrofagi pri različnih vnetnih odzivih, 
kjer imajo kemotaktično vlogo. Prav tako ga pri različnih odzivih izražajo tudi mastociti in 
bazofilci (Saito, 2006). Nekatere študije na mišjih celicah so dokazale njegovo pomembno 
vlogo predvsem pri aktivaciji degranulacije in sproščanju histamina (Alam in sod., 1992).  
 
Eden izmed novejših zanimivih označevalcev je izražanje gena KIT. To je gen, ki kodira 
protein receptor tirozinske kinaze tipa III. Znano je, da je to protein, ki se izraža na površini 
hematopoetskih matičnih celic in s svojo vezavo na matični celični faktor (SCF), sodeluje v 
več življenjsko pomembnih funkcijah, kot so homeostaza, plodnost in melanogeneza. Poleg 
hematopoetskih matičnih celic, ta označevalec izražajo tudi zarodne celice, melanocite in 
mastociti (Miettinen in sod., 2005). 
 
Čeprav je možnih označevalcev na bazofilcih in mastocih veliko, je ločevanje med njima 
zelo zahtevno. Obe skupini celic sta si med seboj zelo podobni, prav zaradi tega so v 
preteklosti tudi veljali bazofilci kot prekurzorji mastocitev v krvi (Karasuyama in sod., 
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2011). Prav zaradi vseh podobnosti je nedvoumno ločevanje le na podlagi nekaterih 
označevalcev zaenkrat zelo težko. Vendar si za ločevanje lahko pomagamo z ostalimi 
dejstvi, kot je na primer, da v krvi mastociti načeloma niso prisotni, razen ob posebnih 
bolezenskih stanjih (mastocitoza) (Metcalfe in sod., 1997). 
2.3.1 Aktivnost kronične urtikarije 
Kronična urtikarija je dalj časa trajajoča bolezen, zato je za razlikovanje med hujšimi in 
lažjimi oblikami le-te potrebno oceniti njeno aktivnost. Najbolj uveljavljen točkovalnik pri 
bolnikih s KU in tudi priporočen za uporabo je UAS7 (angl. Urticaria Activity Score Over 
7 Days) (Młynek in sod., 2008). To je točkovalnik, kjer bolniki vsakih 24 ur beležijo 
intenziteto bolezni in s tem lahko pridobimo neko določitev resnosti bolezni in njeno 
izboljšanje oz. poslabšanje. Za določitev končnega rezultata se beleži število urtik in 
intenzivnost srbečice, kot je razvidno iz Preglednice 1. Ta dnevna beleženja se sešteje v 
časovnem oknu sedmih dni in tako pridobimo celostni rezultat, ki sega med 1 in 42. Pri tem 
višja vrednosti pomeni hujšo oz. slabše obvladovano obliko KU (Hollis in sod., 2018). 
 
Preglednica 1: Ocenjevanje aktivnosti kronične urtikarije, glede na prisotnost srbečice in urtik 
Rezultat Urtike Srbečica 
0 Ni Ni 
1 Blago (manj kot 20 urtik/24ur) Blago (prisotna, vendar ne moteča) 
2 Zmerno (20-50 urtik/24ur) 
Zmerno(moteča vendar ne posega v 
dnevno rutino ali spanje) 
3 
Intenzivno (več kot 50 urtik/24 ur ali 
velike konfluentna področja) 
Intenzivno (močno srbenje, povzroča 
probleme pri aktivnostih in spanju) 
 
Slika 2: Prikaz beleženja kliničnih znakov kronične urtikarije po UAS7 (Zuberbier in sod., 2009). 
Poleg točkovalnika UAS7, ki upošteva le klinične znake bolezni, lahko težo KU določamo 
tudi z drugimi kliničnimi vprašalniki, kot so CU-Q2oL (angl. Chronic Urticaria Quality of 
Life Questionnaire), VAS (angl. Visual analogue scale) ali UCT (angl. Urticaria Control 
Test). Te določajo bolj subjektivno mnenje, kako potek in resnost bolezni vplivata na 
opravljanje vsakodnevnih nalog, ter kako zdravljenje učinkuje na lajšanje simptomov 
(Ograczyk-Piotrowska in sod., 2018).  
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3 MATERIALI IN METODE 
Eksperimentalno delo je bilo opravljeno v Laboratoriju za klinično imunologijo in 
molekularno genetiko na Univerzitetni Kliniki za pljučne bolezni in alergijo Golnik. 
3.1 MATERIALI 
Pri izvedbi testov smo uporabili več različne laboratorijske opreme (Preglednica 4), kot tudi 
kemikalij (Preglednica 3) ter ostalega laboratorijskega materiala (Preglednica 2), potrebnega 
za izvedbo.  
3.1.1 Laboratorijski material 
Preglednica 2: Seznam laboratorijskega programa, ki smo ga uporabili pri delu. 
Laboratorijski material Proizvajalec 
Ročna pipeta 0,5-10 µL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Ročna pipeta 10-100 µL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Ročna pipeta 100-1000 µL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Ročna pipeta 0,1-2,5 µL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Ročna pipeta 500-5000 µL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Pipetni nastavki ep-dualfilter Tips 0,1-10 µL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Pipetni nastavki ep-dualfilter Tips 2-100 µL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Pipetni nastavki ep-dualfilter Tips 50-1000 µL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Pipetni nastavki ep-dualfilter Tips 100-5000 µL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Pipetni nastavki sarstedt 10 µL Sarstedt AG & CO., Nümbrecht, Nemčija 
PCR mikrocentrifugirke 0,2 mL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Mikrocentrifugirke, safe-lock, 1,5 mL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Pipetni nastavki za QIAcube 1000 µL PreAnalytiX QIAGEN/BD, Hombrechtikon, 
Švica 
Rotorski adapterji za QIAcube PreAnalytiX QIAGEN/BD, Hombrechtikon, 
Švica 
Plošča z 96 luknjami, MicroAmp® Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
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3.1.2 Kemikalije 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih kemikalij pri izvedbi testov. 
Kemikalije Proizvajalec 
Komplet miRNeasy Mini  PreAnalytiX QIAGEN/BD, Hombrechtikon, 
Švica 
Komplet PAXgene Blood miRNA  PreAnalytiX QIAGEN/BD, Hombrechtikon, 
Švica 
PAXgene Blood RNA Tube PreAnalytiX QIAGEN/BD, Hombrechtikon, 
Švica 
RNaseZap 250 ml Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
Osnovna zmes, Taqman Fast Advanced  Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
Komplet High Capacity cDNA Reverse transcription Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
Komplet Agilent RNA 6000 Nano Agilent Technologies, Kalifornija, ZDA 
Izopropanol Merck, Darmstadt, Nemčija  
Taqman gene expression assay Human GAPD Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
Taqman gene expression assay 18S rRNA Endogenous 
Control 
Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
Taqman gene expression assay HDC: Hs00157914_m1 Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
Taqman gene expression assay CPA3: Hs00157019_m1 Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
Taqman gene expression assay FCER1A: Hs00175232_m1 Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
Taqman gene expression assay CCL3: Hs00234142_m1 Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
Taqman gene expression assay KIT: Hs00174029_m1 Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
3.1.3 Laboratorijska oprema 
Preglednica 4: Seznam uporabljene laboratorijske opreme. 
Oprema Proizvajalec 
Centrifuga, model 5810 R Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Komora, model MC9-2 Iskra PIO, Šentjernej, Slovenija 
Aparat QIAcube PreAnalytiX QIAGEN/BD, Hombrechtikon, 
Švica 
Centrifuga MiniSpin Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
ThermoMixer R Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
TissueLyser LT PreAnalytiX QIAGEN/BD, Hombrechtikon, 
Švica 
Spektrofotometer Nanodrop 2000c Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, 
ZDA 
PCR aparat Verity Thermal Cycler Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, 
ZDA 
Bioanalizator 2100 Agilent Technologies, Kalifornija, ZDA 
ABI PRISM 7500 sistem  Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
Vibracijsko mešalo  Tehtnica, Železniki, Slovenija 
Vorteks mešalnik IKA IKA, Staufen, Nemčija 
Hladilnik Gorenje, model RB4095W Gorenje, Velenje, Slovenija 
Komora, model PCR Iskra PIO, Šentjernej, Slovenija 
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3.2 METODE 
3.2.1 Bolniki 
V raziskavo smo skupno vključili 51 preiskovancev s kronično spontano urtikarijo (KU), ki 
so bili zdravljeni s humaniziranim monoklonskim protitelesom anti-IgE - zdravilom 
Omalizumab. Do zdravljenja s tem zdravilom so upravičeni bolniki, pri katerih odziv na 
zdravljenje s H1-antihistaminikom ni zadosten. To pomeni, da imajo komponento srbeža 
vsaj 8 po točkovalniku UAS7, en teden, v mesecu dni. V študiji je bilo vključenih 11 moških 
in 40 žensk, starih med 25 in 86 let. Vsi bolniki so bili izbrani in vključeni v raziskavo na 
podlagi težke kronične urtikarije, ki ni bila pod nadzorom ob prejemanju antihistaminika, ter 
celo sistemskega glukokortikoida ali ciklosporina, in so kot taki primerni  kandidati za 
zdravljenje s tem zdravilom. Teža bolezni je razvidna iz rezultatov izmerjenih s pomočjo 
točkovalnika UAS7, kjer imajo vključeni bolniki vrednosti med 7 in 42. Mediana vrednosti 
UAS7 pri bolnikih je znašala 30, iz česar je razvidno, da so bili vključeni le bolniki s težko, 
ne nadzorovano KU. Bolniki so prejeli tri odmerke, 300 mg  omalizumaba, v štiri tedenskih 
intervalih. 
 
Celotna študija je bila odobrena s strani Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko, 
soglasje št. 78/09/14. 
 
Preglednica 5: Prikaz spola, starosti, rezultata UAS7 pred aplikacijo zdravila, celotnih IgE in števila bazofilcev 
pri bolnikih vključenih v raziskavo. 
Lastnosti  Bolniki (n=51) 
Spol 
Moški, n (%) 11 (22 %) 
Ženski, n (%) 40 (78 %)  
Starost, povprečje (SD) 54,5 ± 13,4 
UAS7, mediana (P25-P75) 30 (21-40) 
Celotni IgE, mediana (P25-P75) 58,3 (29,7-123,5) 
Št.bazofilcev, mediana (P25-P75) 8 (2-16) 
UAS7, točkovalnik resnosti bolezni (angl. Urticaria Activity Score Over 7 Days)  
 
Preiskovancem je bila odvzeta krvi v PAX epruveto in kasneje shranjena na -40°C, do 
izolacije RNA. Odvzem je bil storjen v obdobjih pred aplikacijo zdravila, dva tedna po 
aplikaciji, dva do tri mesece po aplikaciji, ter nato še eno in dve leti po aplikaciji. Na 
nekaterih bolnikih je bila narejena tudi kožna biopsija, s katero smo pridobili tkivo prav tako 
v intervalih pred in po aplikaciji zdravila. Po biopsiji je bilo tkivo shranjeno v raztopino 
RNA later, za boljšo stabilizacijo, in zamrznjeno na -40°C do nadaljnje uporabe.  
3.2.2 Izolacija RNA 
Za izvedbo nadaljnjih testov je bilo najprej potrebno pridobiti zadostno količino dovolj 
kvalitetne RNA. RNA smo izolirali iz dveh virov, in sicer iz krvi ter tkiva. 
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3.2.2.1 Izolacija RNA iz krvi 
Za izolacijo iz krvi je bila kri odvzeta v epruvete (PAXgene® Blood RNA Tube, Qiagen, 
PreAnalytiX, Švica) ter takoj po odvzemu zamrznjena. Pred začetkom izolacije smo 
epruvete odmrznili na sobni temperaturi (vsaj 4 ure pred začetkom dela) in nato z obračanjem 
premešali. Za izolacijo smo uporabili PAXgene Blood miRNA Kit (PreAnalytiX 
QIAGEN/BD, Švica), s pomočjo aparata QIAcube. V aparat smo pred začetkom izolacije 
pripravili pufre BM2, BM3, BM4 ter 100% izopropanol in tudi proteinazo K, inkubacijsko 
mešanico DNAze I in elucijski pufer. Poleg tega smo dodali tudi pipetne nastavke in kolone 
po navodilih proizvajalca. Epruvete s krvjo smo centrifugirali 10 min pri 3220×g ter nato 
sediment resuspendirali v 4 ml vode brez RNaz in ponovno centrifugirali pri enakih pogojih. 
Po končanem centrifugiranju smo sediment raztopili v 350 µL pufra BR1. Vzorec smo 
odpipetirali v čisto 2 ml mikrocentrifugirko ter jo postavili na mesto v nosilcu po navodilih 
proizvajalca, nato vse skupaj postavili v aparat. Po končanem programu, smo vzorce takoj 
inkubirali 5 minut na termomikserju pri 65°C, po inkubaciji smo pridobljeno RNA prenesli 
na led in jo shranili na -40°C, do nadaljnje uporabe. 
3.2.2.2 Izolacija RNA iz tkiva 
Tkivo je bilo odvzeto v raztopino RNA later (RNAlater RNA Stabilization Reagent, Qiagen) 
in zamrznjeno na -20°C do uporabe. Za izolacijo smo uporabili set reagentov miRNeasy® 
Mini Kit (PreAnalytiX QIAGEN/BD, Švica) in homogenizator (TissueLyser LT, 
QIAGEN/BD).  
 
V 2 ml mikrocentrifugirko smo odpipetirali 700 µL lizirnega reagenta (QIAzol® Lysis 
Reagent, Qiagen), temu pa dodali kroglico in tkivo, ter vse skupaj homogenizirali 2 min pri 
50 Hz, oz. do popolne homogenizacije tkiva. Čas homogenizacije je bil prilagojen glede na 
čvrstost oz. trdoto tkiva. Dobljen homogenat smo prenesli v  novo mikrocentrifugirko in to 
inkubirali na sobni temperaturi 5 minut. Po končani inkubaciji je bilo dodanih 140 µL 
kloroforma in vse skupaj dobro vorteksirano. Sledila je ponovna 3 minutna inkubacija na 
sobni temperaturi nato pa centrifugiranje 15 min pri 12000×g in 4°C. Vodno fazo smo 
prenesli v novo mikrocentrifugirko in ji dodali 1,5× volumna 100% etanola in premešali. 
700 µL vzorca smo nato prenesli v RNeasy® spin kolone in centrifugirali 15 sekund pri 
10621× g. Po končanem centrifugiranju smo kolono prestavili v novo mikrocentrifugirko ter 
zavrgli filtrat. Vzorec na koloni smo očistili z DNazo, pri čemer smo najprej na kolono 
odpipetirali 350 µL pufra RWT in jo centrifugirali 15 sekund pri 10621×g, kolono smo nato 
prestavili v svežo mikrocentrifugirko in zavrgli filtrat. Nato smo dodali inkubacijsko 
mešanico DNAze I (80 µL) in inkubirali 15 min pri sobni temperaturi. Po končani inkubaciji 
smo ponovno dodali 350 µL pufra RWT na kolono in centrifugirali 15 sekund pri 10621×g, 
vse skupaj prestavili v novo mirocentrifugirko in zavrgli filtrat. Potem smo vzorec dvakrat 
spirali z pufrom RPE, kar pomeni, da smo dodali 500 µL pufra in kratko centrifugirali, ter 
zavrgli filtrat in zamenjali mikrocentrifugirko. Na koncu smo kolono prestavili v čisto 
mikrocentrifugirko in na njo napipetirali 30 µL vode brez RNaz in centrifugirali 1 min pri 
10621×g. RNA smo po izolaciji prestavili na led in jo zamrznili na -40°C do nadaljnje 
uporabe.  
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3.2.3 Merjenje koncentracije in kakovosti RNA 
3.2.3.1 Merjenje koncentracije pridobljene RNA 
Za preverjanje uspešnosti procesa izolacije RNA smo po končanem postopku izmerili 
koncentracijo RNA v vzorcu, s spektrofotometrom NanoDrop (Thermo Scientific™ 
NanoDrop 2000c), po navodilih proizvajalca. Za preverjanje čistosti je bilo izračunano tudi 
razmerje absorbanc pri 260/280 nm. 
3.2.3.2 Merjenje RIN (angl. RNA integrity number) 
Poleg določanja koncentracije RNA in njene čistosti, smo določali tudi integriteto dobljene 
RNA, s pomočjo meritve RIN (RNA integrity number). Le-ta nam pove stopnjo integritete 
oz. razgradnje RNA, in s tem določimo, ali je RNA primerna za nadaljnjo uporabo za PCR 
v realnem času. Testi so bili izvedeni na 2100 Bioanalizatorju (2100 Bioanalyzer, Agilent 
technologies), s pomočjo kompleta RNA 6000 Nano kit (Agilent technologies). Test je bil 
izveden po navodilih proizvajalca. Na kratko: najprej smo pripravili mešanico barvila in 
gela, 1 µL koncentriranega barvila smo dodali v 65 µL alikvot gela, ter vse skupaj dobro 
premešali na mešalniku, nato pa mešanico prestavili v filter in centrifugirali 10 min pri 
13000×g. Čip smo pred začetkom uporabe namestili v pripravljeno postajo in nato v 
označeno mesto odpipetirali 9 µL mešanice gela in barvila. S pomočjo brizge smo gel počasi 
razporedili po celotnem čipu. Potem smo 9 µL iste mešanice napipetirali še na ostali dve 
označeni mesti. V vsa ostala mesta na čipu, smo napipetirali po 5 µL RNA 6000 Nano 
označevalca. V za to označeno mesto smo nato dodali 1 µL lestvice RNA, ki smo jo 
predhodno odmrznili na ledu in toplotno denaturirali (70°C, 2 minuti). V ostalih 12 mest 
smo napipetirali 1 µL vzorca. Celoten čip smo postavili v mešalnik IKA in mešali 60 sekund 
pri 2400 rpm. Po končanem mešanju smo čip vstavili v analizator in izvedli test s pomočjo 
proizvajalčevega programa po njegovih navodilih.  
3.2.4 Reverzna transkripcija 
Po izolaciji primerne količine in kakovosti RNA smo to RNA prepisali v cDNA. Za izvedbo 
smo uporabili set reagentov High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosystems), po postopkih podanih s strani proizvajalca. V reakcijo smo zmešali 10× 
reverzni transkripcijski pufer, mešanico deoksinukloetid trifosfatov, mešanico naključnih 
začetnih oligonukleotidov, reverzno transkriptazo Multiscribe, vodo brez RNaz ter matrično 
RNA za pomnoževanje. Reakcija reverznega prepisa je potekala 10 min na 25°C, 120 min 
na 37°C in 5 min na 85°C. Za doseganje ciklov temperatur smo uporabili Veriti® 96-Well 
Thermal Cycler (Applied Biosystems).  
3.2.5 PCR v realnem času 
Količino pridobljene cDNA smo nato določali z verižno reakcijo s polimerazo v realnem 
času (RT-qPCR). Ta metoda se uporablja za določanje izražanja specifičnih genov, s 
pomočjo določanja količine mRNA, ki je prisotna v celicah v trenutku izolacije. Od klasične 
metode PCR se razlikuje v tem, da pri tej metodi merimo količino nastalega produkta skozi 
celotno reakcijo in je te podatke možno spremljati s pomočjo različnih flourescentnih barvil.  
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V reakciji smo uporabili TaqManTM Fast Advanced Master Mix 2X (Applied Biosystems), 
kateremu smo dodali sonde (TaqManTM Gene expression Assay 20X, Applied Biosystems) 
ter  vodo brez nukleaz. Na koncu smo dodali še cDNA, ki je služila kot matrica za prepis. 
Vse skupaj smo napipetirali na mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinami, pokrili z optično folijo, 
premešali na mešalcu ter centrifugirali 2 minuti pri 1600 obr/min. Reakcija je potekala na 
mikrotitrski plošči, 20s pri 95°C za aktivacijo encimov, nato 45 ciklov, 3s pri 95°C in 30s 
pri 60°C. 
 
Kot endogeno kontrolo smo uporabili hišni gen GAPDH oz. gen za encim gliceraldehid 3-
fosfat dehidrogenaza. Merili smo pet različnih označevalcev in sicer:  
 
 gen FCER1A, ki kodira alfa podenoto visoko afinitetnega IgE receptorja,  
 gen CPA3, ki kodira izražanje karboksipeptidaze A3, poznane tudi kot mastocitne 
karboksipeptidaze A3, 
 gen HDC, ki izraža histidin dekarboksilazo, pomembno pri sintezi histamina, 
 gen KIT, ki kodira receptor za rastni faktor na matičnih celicah in mastocitih (SCFR), 
poznan je tudi pod kratico CD117 ali c-Kit, 
 gen CCL3, kodira C-C motiv kemokin ligand 3, poznan tudi kot MIP-1-alfa (angl. 
macrophage inflammatory protein 1-alpha). 
 
Vse poskuse smo izvajali v trikratnih ponovitvah, kot rezultat smo določali relativno 
izražanje tarčnih genov s pomočjo metode ΔΔCt, kjer je bil eden izmed vzorcev izbran kot 
kalibrator za določanje sprememb. Za določanje relativne kvantifikacije smo uporabili 
formule: 
 
𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑛𝑎 𝑘𝑣𝑎𝑛𝑡𝑖𝑓𝑖𝑘𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 (𝑅𝑄) = 2 (   )                                     … (1) 
 
𝛥𝐶𝑡 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐 = 𝐶𝑡 č  , − 𝐶𝑡  ,                                        … (2) 
 
𝛥𝐶𝑡 𝑘𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑡𝑜𝑟 = 𝐶𝑡 č  ,  − 𝐶𝑡  ,   
                                                                                                                                         … (3) 
3.2.6 Statistika 
Za statistično obdelavo podatkov in predstavitev rezultatov smo uporabili program 
GraphPad (GraphPad Prism 8, GraphPad software), kjer smo najprej z uporabo D’Agostino 
& Pearson-ovega testa ovrednotili njihovo razporejenost. Pri normalno razporejenih 
podatkih smo za statistično primerjavo uporabili parni t-test. Pri ostalih podatki, ki niso 
normalno razporejeni, smo za statistično primerjavo uporabili ne parametrične teste, in sicer 
pri parni vzorcih Wilcoxonov test in pri primerjavi podatkov pridobljenih na različnih 
bolnikih Mann-Whitney test. Statistično značilne razlike med skupinami rezultatov so tiste, 
kjer je P < 0,05 (interval zaupanja 95 %). Vsi rezultati so prikazani kot mediana in IQR.   
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4 REZULTATI 
4.1 AKTIVNOST KRONIČNE URTIKARIJE 
Vsem vključenim bolnikom je bila ob odvzemih krvi v različnih časovnih točkah določena 
tudi aktivnost bolezni na osnovi točkovalnika UAS7. Glede na njihov odziv na prejetje 
omalizumaba, smo bolnike razdelili v tri skupine. Prva skupina so bili bolniki s takojšnjim 
popolnim odzivom (ICR; angl. Immediate Complete Responders), za katere je bilo značilno, 
da se v dveh tednih po prejetju prvega odmerka omalizumaba UAS7 zmanjša pod 6, ali da 
začetni UAS7 upade za vsaj 90 %. Druga skupina bolnikov so bili tisti, ki so kazali znake 
kasnejšega popolnega odziva (CR; angl. Complete responders). To so bolniki, pri katerih 
klinični znaki bolezni upadejo po prejetju zdravila, vendar se to ne zgodi v časovnem 
obdobju dveh tednov po prvi aplikaciji, ampak počasneje. Znaki zmanjšanja simptomov 
morajo biti razvidni najmanj v treh mesecih po prvi aplikaciji. V zadnjo skupino bolnikov 
so bile uvrščene tiste osebe, pri katerih ni bilo mogoče zaznati nikakršnega odziva po treh 
mesecih od prve aplikacije zdravila (NR; angl. Non Responders). Pri teh osebah, se je 
aplikacija omalizumaba po treh mesecih ukinila in pacienti so bili zdravljeni z drugimi 
terapijami, kot je na primer zdravljenje s ciklosporinom.  
 
Iz slike 3 je razvidna velika učinkovitost zdravljenja z omalizumabom, pri določeni 
populaciji ljudi (19 bolnikov, 37 %), ki so bili uvrščeni v skupino bolnikov s takojšnjim 
popolnim odzivom (ICR) (Slika 3A). Na sliki 3B je viden počasnejši odziv, vendar skoraj 
popolna izguba simptomov do tretjega meseca zdravljenja (22 bolnikov, 43 %). Pri čemer 
zadnja skupina bolnikov, ne kaže znakov odzivnosti na zdravilo tudi po daljšem času 
prejemanja le-tega (6 bolnikov, 12 %) (Slika 3C). 
 
 
Slika 3: Prikaz spremembe aktivnosti kronične urtikarije, kot rezultat na točkovalniku UAS7 v različnih 
časovnih obdobjih. Prikazane so različne skupine bolnikov in sicer: bolniki s takojšnjim popolnim odzivom 
(A), bolniki s kasnejšim popolnim odzivom (B), in neodzivni bolniki (C). 
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4.2 IZRAŽANJE OZNAČEVALCEV BAZOFILCEV V KRVI 
Vsem 51 vključenim bolnikom smo po izolaciji RNA določili izražanje mRNA za FCERIA, 
CCL3, CPA3, HDC in KIT v krvi. Vzorci krvi so bili odvzeti v različnih časovnih intervalih, 
in sicer pred aplikacijo, dva tedna po prvi aplikaciji, 2-3 mesece po njej ter eno in dve leti 
po prvi aplikaciji.  
 
Bolnike smo razporedili v tri skupine glede na njihov klinični odziv na delovanje zdravila. 
Razdeljeni so bili v skupino s takojšnjim popolnim odzivom (19 bolnikov, 37 %), v skupino 
s kasnejšim popolnim odzivom (22 bolnikov, 43 %) in v skupino bolnikov brez odziva (6 
bolnikov, 12 %). 
 
Kot je razvidno iz grafov, je mogoče pri skupini bolnikov s takojšnjim popolnim odzivom 
opaziti trend zvišanja izražanja označevalcev takoj po aplikaciji zdravila in kasneje njihovo 
normalizacijo na neko osnovno raven. Trend je predvsem dobro opazen pri FCER1A, HDC 
in CPA (Slika 4). Podoben trend je mogoče opaziti tudi pri bolnikih s kasnejšim popolnim 
odzivom, vendar ti trendi niso tako izraziti (Slika 5).  
 
Iz Slike 6, je razvidno veliko nižje relativno izražanje označevalcev, v vseh časovnih 
obdobjih. Nižje izražanje je lepo razvidno predvsem iz treh označevalcev (FCER1A, HDC, 
CPA), kateri se niso skoraj nič spreminjali pred ali po aplikaciji omalizumaba.  
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Slika 4: Prikaz sprememb izražanja posameznih označevalcev v krvi, pri bolnikih s takojšnjim popolnim 
odzivom (ICR). Odzivi so bili beleženi v časovnih obdobjih pred aplikacijo, dva tedna po prvi aplikaciji, 2-3 
mesece po prvi aplikaciji, eno leto in dve leti po prvi aplikaciji. * p<0,05 
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Slika 5: Prikaz sprememb izražanja posameznih označevalcev v krvi, pri bolnikih s kasnejšim popolnim 
odzivom (CR). Odzivi so bili beleženi v časovnih obdobjih pred aplikacijo, dva tedna po prvi aplikaciji in 2-3 
mesece po prvi aplikaciji. 
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Slika 6: Prikaz sprememb izražanja posameznih označevalcev v krvi, pri neodzivnih bolnikih (NR). Odzivi so 
bili beleženi v časovnih obdobjih pred aplikacijo, dva tedna po prvi aplikaciji in 2-3 mesece po prvi aplikaciji. 
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4.3 IZRAŽANJE OZNAČEVALCEV V TKIVU 
Pri 17 bolnikih je bila narejena tudi kožna biopsija, s čemer smo pridobili tkivo in po izolaciji 
RNA, določili izražanje mRNA za FCERIA, CCL3, CPA3, HDC in KIT. Izražanje je bilo 
narejeno v različnih časovnih obdobjih, in sicer: pred aplikacijo, dva tedna po aplikaciji in 
2-3 mesece po aplikaciji.  
 
Tudi v tem primeru smo bolnike razdelili v tri skupine, in sicer v skupino s takojšnjim 
popolnim odzivom (10 bolnikov, 59 %), v skupino s kasnejšim popolnim odzivom (3 
bolniki, 18 %) in v skupino neodzivnih oseb (4 bolnikov, 23 %).  
 
Zaradi manjšega števila vzorcev, ki smo jih pridobili z biopsijo so rezultati izražanja mRNA 
veliko manj reprezentativni, poleg tega je poznavanje izražanja in specifičnost uporabljenih 
označevalcev v tkivu slabše kot v krvi, saj so bili večinoma preučevani v krvi.  
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Slika 7: Prikaz sprememb izražanja posameznih označevalcev v tkivu, pri bolnikih s takojšnjim popolnim 
odzivom (ICR). Odzivi so bili beleženi v časovnih obdobjih pred aplikacijo, dva tedna po prvi aplikaciji in 2-
3 mesece po prvi aplikaciji. 
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Slika 8 : Prikaz sprememb izražanja posameznih označevalcev v tkivu, pri bolnikih s kasnejšim popolnim 
odzivom (CR). Odzivi so bili beleženi v časovnih obdobjih pred aplikacijo, dva tedna po prvi aplikaciji in 2-3 
mesece po prvi aplikaciji. 
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Slika 9: Prikaz sprememb izražanja posameznih označevalcev v tkivu, pri pri neodzivnih bolnikih (NR). Odzivi 
so bili beleženi v časovnih obdobjih pred aplikacijo, dva tedna po prvi aplikaciji in 2-3 mesece po prvi 
aplikaciji.  
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4.4 PRIMERJAVA BOLNIKOV PRED APLIKACIJO ZDRAVILA 
Glede na pridobljene rezultate pred prvo aplikacijo zdravila, smo poizkušali ugotoviti 
povezavo v izražanju označevalcev in odzivom bolnikov na prejeto zdravilo. Primerjali smo 
posamezne označevalce v različnih skupinah bolnikov, s čimer bi lahko takšno spremembo 
kasneje uporabili kot označevalec za predhodno določanje odzivnosti posameznega bolnika 
na zdravilo. 
 
Razvidno je, da označevalci v krvi kažejo statistične razlike med bolniki uvrščenimi v 
skupino ICR in NR, te razlike so v označevalcih FCER1A, HDC in CPA3. Prav tako je 
statistično možno razlikovati skupini CR in NR bolnikov, v dveh označevalcih FCER1A in 
HDC. Poleg razlik v označevalcih so statistične razlike razvidne tudi v številu bazofilcev 
(Slika 10 in Slika 11). Za označevalca CCL3 in KIT ni zaznavnih statističnih razlik.  
 
Pri označevalcih izmerjenih v tkivu, nismo zaznali niti spremembe med posameznimi 
skupinami, niti trendov, ki bi korelirali z ugotovitvami v krvi (Slika 10B). 
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Slika 10: Prikaz izražanja označevalcev pri različnih skupinah bolnikov, ki so bili razdeljeni glede odzivnost 
na zdravilo, v času pred aplikacijo zdravila. Spremembe v izražanju so prikazane v krvi (A) in v tkivu (B).        
* p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0001 
 
Slika 11: Prikaz razlike izražanja označevalcev med posameznimi skupinami bolnikov ICR, CR, NR. Nižje 
število predstavlja modra barva, višje rdeča. 
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5 RAZPRAVA 
Kronična urtikarija zaradi svoje narave bolezni prizadetim posameznikom povzroča veliko 
težav pri njihovem vsakdanjem življenju. Vendar je sam mehanizem bolezni še zelo slabo 
poznan, zaradi česar je oteženo zdravljenje in pomoč takšnim bolnikom. V začetnih 
raziskavah je bilo veliko pozornosti usmerjeno k obravnavi mastocitov, kot glavnih akterjev 
v nastanku bolezni (Smith in sod., 1995). Mastociti so bili vzeti pod drobnogled predvsem, 
zaradi njihove vpletenosti v veliko večino ostalih alergijskih bolezni. Vendar v večini študij, 
ki so se osredotočale na delovanje mastocitov, pri bolnikih s KU ni bilo mogoče opaziti 
unikatnih sprememb na teh celicah in njihovem delovanju v primerjavi z zdravimi 
kontrolami. V nasprotju je bilo na mišjem modelu dokazano, da imajo bazofilci pomembno 
vlogo pri nastanku od IgE posredovanega kroničnega vnetja, ki je bil neodvisen od 
prisotnosti mastocitov (Obata in sod., 2007).  
 
Rezultati različnih raziskav, ki so vključevale bolnike s KU, so podprle teorijo o pomembni 
vlogi bazofilcev. Pri večini bolnikov je bila ugotovljena bazopenija med aktivno boleznijo, 
polega tega je bilo možno povezati število bazofilcev s težo bolezni. Prav zaradi tega je bila 
predlagana kot ena izmed možnih hipotez vloge bazofilcev, njihova migracija v kožno tkivo. 
Ta teorija je bila podprta še z učinki delovanja kortikosteroidov, ki zmanjšujejo možnost 
migracije bazofilcev v tkiva (Grattan in sod., 2003). Prav na podlagi te teorije je bila 
osnovana naša prva hipoteza. Želeli smo namreč določati izražanje označevalcev tako v krvi 
kot v tkivu, s čemer bi bilo mogoče primerjati oz. spremljati njihove premike med različnimi 
stadiji aktivnosti bolezni.  
 
V našem delu smo uspešno določili izražanje vseh petih izbranih označevalcev v krvi in 
tkivu, vendar so se nekateri označevalci izkazali za boljše kot drugi. Izbrali smo take 
označevalce, da bi poskušali ločiti bazofilce in mastocite, vendar se to le s petimi označevalci 
žal v rezultatih ni izkazalo kot ustrezno. Ločevanje bazofilcev in mastocitev v tkivu je zelo 
zahtevno, namreč na delih tkiva je bilo poizkušeno tudi ločevanje le teh z 
imunohistokemijskim barvanjem, vendar tudi to ni bilo uspešno do mere ločevanja 
posameznih celic in njihovega števila. Tako je rezultate možno interpretirati le kot izražanje 
označevalcev na obojih celicah, tako na bazofilcih kot tudi mastocitih.  
 
V raziskavo smo vključili 3 označevalce, za katere je bilo mogoče iz prejšnjih študij 
(Korosec in sod., 2017) zagotoviti njihovo uporabnost in specifičnost, pri določanju 
sprememb na bazofilcih v krvi. Ti označevalci so bili FCER1A, CPA3 in HDC. Poleg teh 
smo vključili še dva označevalca, ki se v zadnjem času kažeta kot obetajoča gena v številnih 
raziskavah in metodah, ki vključujejo bazofilce in mastocite, in sicer CCL3 in KIT. Prav 
zadnja označevalca se pri našem delu in predvsem v naših rezultatih nista izkazala kot najbolj 
optimalna. Predvsem problematično je bilo izražanje označevalca KIT, ki je bil v tkivu v 
večini primerov zelo visok. Tem visokem izražanju prav gotovo botruje njihova prisotnost 
na melanocitih, katerih se veliko nahaja prav v epidermisu (Miettinen in sod., 2005). Zaradi 
prevelike količine teh celic je bilo pri tem označevalcu skoraj nemogoče videti kakršnokoli 
spremembo s stališča vnetnih celic, katere so bile raziskovane. Prav tako se tudi CCL3 ni 
izkazal kot dober označevalec pri tem delu. Iz študije Saito in sod. (2006) je mogoče videti 
močno izražanje prav tega gena na bazofilcih in aktiviranih mastocitih, vendar v tej študiji 
ni bilo dokumentirano izražanje tudi na drugi celicah, ki se lahko pojavljajo v okolici 
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preiskovanih. Prav zaradi tega je bilo njegovo izražanje v krvi do neke mere primerljivo z 
ostalimi označevalci, vendar je možno opaziti le razlike v različnih časovnih obdobjih, ne pa 
tudi razlike med bolniki z različnimi odzivi na zdravljenje. To odstopanje od ostalih 
označevalcev bi lahko bila posledica izražanja CCL3 na drugih celicah med njihovo 
aktivacijo, predvsem med vnetnih odzivom. CCL3 se namreč, poleg bazofilcev in 
mastocitov, izraža še v vnetnih celicah, kot so makrofagi, in ostalih endotelijskih celicah 
(Cooke in sod., 2013).  
 
V našem delu smo vzorce bolnikov pridobili v različnih časovnih obdobjih pred in med 
njihovo terapijo z zdravilom omalizumab. Po odkritju pozitivnih učinkov tega biološkega 
zdravila so številne študije raziskovale mehanizem njegovega delovanja, saj so se študije 
pred tem bolj osredotočale na sam mehanizem bolezni. Vendar v takšnih primerih ni bilo 
mogoče pridobiti konkretnih odgovorov in so se prav zaradi tega, marsikatere skupine 
odločile poskusiti razvozlati delovanje omalizumaba in skozi ta način odkriti tudi celotno 
delovanje bolezni. Prav s takšnega vidika je bila postavljena tudi ta naloga in njene hipoteze. 
Ker se kot glavno delovanje bolezni že nekaj časa oblikuje teorija o migraciji predvsem 
bazofilcev, smo to poskušali dokazati z uporabo označevalcev. Kot že opisano, smo bolnike 
razdelili v tri skupine glede na njihovo odzivnost, nato pa rezultate spremljali skozi časovno 
obdobje.  
 
Razdelitev bolnikov pri našem delu, v tri skupine, je bila izključno glede na spremembe 
njihovih kliničnih simptomov po prejetju zdravila. Čeprav je ta razdelitev zelo enostavna, je 
njeno imunološko ozadje veliko bolj zapleteno in nepoznano. Zaradi tega širokega spektra 
unikatnih lastnostih bazofilcev, ki se kažejo le pri določenih skupinah bolnikov s KU, je 
mogoče govoriti o podtipih kronične urtikarije. Prav s tem je mogoče tudi razložiti tako 
različne odzive posameznikov na zdravila. 
 
Čeprav razlike med posameznimi označevalci pri bolnikih s takojšnim popolnim odzivom 
niso statistično značilne, je možno iz rezultatov, v časovnem obdobju dve leti, opaziti trend 
spremembe označevalcev v krvi. Relativno izražanje vseh označevalcev pri prvem merjenju 
po aplikaciji naraste, po dveh mesecih po prvi aplikaciji le to upade nazaj na normalno raven 
(Slika 4). Trendi so lepše vidni predvsem pri treh označevalcih: FCER1A, CPA3 in HDC. 
Te ugotovitve so v skladu z opaženim pri delovanju zdravila, namreč klinični znaki urtikarije 
pri teh bolnikih se olajšajo oziroma izginejo že po prvem tednu po aplikaciji, kar je bilo 
opaženo v študijah, kjer je bilo testirano zdravljenje z omalizumabom (Saini in sod., 2011). 
Poleg tega je izboljšanje možno razbrati tudi iz strmega znižanje rezultata na točkovalniku 
UAS7 pri vseh bolnikih (Slika 3A). Ta trend spremembe je v skladu s hipotezo o migraciji 
bazofilcev v tkivo med samo boleznijo. Eden izmed možnih mehanizmov delovanja 
omalizumaba, je sprememba mehanizma rekrutacije bazofilcev v tkivo, kar nam nakazuje 
trend viden iz naših rezultatov. Prav zaradi zmanjšanja števila bazofilcev v tkivu naj bi se 
zmanjšali tudi simptomi, katere povzroča degranulacija le-teh v obolelem tkivu.  
 
Pri bolnikih s kasnejšim popolnim odzivom je možno videti podobne trende pri izražanju v 
krvi, kot pri bolnikih s takojšnim popolnim odzivom. Vendar ti trendi niso tako izraziti pri 
vseh označevalcih, dobro razvidni so le pri FCER1A, HDC in CPA3 (Slika 5). Poleg tega se 
trendi o hitrem povečanju izražanja in nato ustalitvi kažejo le v krajšem časovnem obdobju, 
na daljši rok pa nismo pridobili dovolj veliko količino vzorcev in zaradi tega tudi manj 
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rezultatov (Slika 5). Iz rezultatov pridobljenih s pomočjo točkovalnika UAS7, je mogoče 
lepo videti popolno zmanjšanje kliničnih znakov, v obdobju do treh mesecev po prvi 
aplikaciji zdravila (Slika 3B), zaradi česar ti bolniki niso bili uvrščeni v prvo skupino s 
takojšnim popolnim odzivom, vendar v posebno skupino, v kateri je mogoče videti popolno 
olajšanje kliničnih znakov, vendar je za to potrebno dalj časa (do 3 meseci).   
 
V tretji skupini, kjer so bili bolniki neodzivni na zdravilo, se nam v krvi pokažejo zelo 
zanimivi rezultati. Prva stvar, ki se pokaže, je zelo nizko izražanje treh označevalcev še pred 
aplikacijo zdravila, kar ni bilo mogoče opaziti pri ostalih dveh skupinah (Slika 6). Poleg 
nizkega izražanja pred aplikacijo, je možno opaziti tudi zelo majhne spremembe izražanja 
skozi čas. Predvsem pri označevalcih FCER1A, CPA3 in HDC je možno opaziti, da se čez 
celotno obdobje izražanje posameznih označevalcev ne spremeni od začetnega stanja (Slika 
6 A, C, D), kar lahko pomeni, da pri tej skupini ni mogoče zaznati bazofilcev in mastocitev 
v krvi bolnikov, se pravi ne prihaja do sprememb mehanizma migracij, zaradi česar bazofilci 
tudi po aplikaciji zdravila ostajajo v vnetem tkivu. Pri drugih dveh označevalcih je možno 
videti, da se skozi čas zelo malo spreminjata, vendar njune vrednosti niso enake nič (Slika 6 
B in E), kar daje podporo prejšnjim trem označevalcev, vendar k izražanju dodajajo tudi 
nekatere druge celice prisotne v krvi. Prav gotovo tu pripomorejo ostale celice, na katerih 
lahko zasledimo označevalce in niso pogojeni z aktivnostjo kronične urtikarije. Iz rezultatov 
s točkovalnika UAS7 (Slika 3C) je možno razvideti tudi, da ti bolniki kažejo drugačno 
odzivnosti na delovanje zdravila na podlagi klinični znakov. Iz rezultatov je razvidno, da se 
bolniki na omalizumab ne odzovejo, da se njihovi klinični znaki bolezni ne spreminjajo po 
prejetju zdravila. 
 
Pri bolnikih, ki kažejo počasnejše spremembe, povezane s številom bazofilcev, a še vedno 
kažejo izboljšanje kliničnih znakov, bi lahko to pripisali drugim možnim mehanizmom 
delovanja omalizumaba. Kot je dokazano, omalizumab veže proste IgE v krvi, s tem tudi 
zmanjšuje izražanje receptorja FcεRI (Beck in sod., 2004). Prav zaradi tega zmanjšuje 
aktivnost oziroma degranulacijo samih mastocitov in bazofilcev, s čimer pripomore k 
zmanjšanju simptomov. Vendar se ta proces zgodi počasneje, kot predlaga hipoteza o 
migraciji in prav zaradi tega nekateri bolniki kažejo počasnejše zmanjšanje simptomov.  
 
Pri označevalcih v tkivu je težje govoriti o kakšnih gotovih trendih, pri bolnikih s takojšnim 
popolnim odzivom, bi lahko govorili o trendu upada izražanja označevalcev v prvem 
obdobju po aplikaciji (Slika 7). Vendar se ta trend kaže le pri označevalcih CPA3, CCL3 in 
KIT (Slika 7 B,C in E), ki so zaradi že prej omenjenih razlogov nezanesljivi. Čeprav bi bil 
upad označevalcev v tkivu pričakovan, saj naj bi bazofilci migrirali nazaj v kri, zaradi 
nezanesljivih označevalcev in majhnega števila zbranih rezultatov težje podamo kakršne koli 
zaključke.  
 
Iz ostalih dveh skupin bolnikov smo uspeli pridobiti tkivo le pri nekaj bolnikih (N=3), prav 
zaradi tega so rezultati zelo nezanesljivi in jih je težko interpretirati (Slika 8 in 9). 
 
Kot je bilo že prej omenjeno, so bili najbolj zanimivi rezultati najdeni v časovni točki pred 
aplikacijo zdravila. Označevalci so se namreč zelo razlikovali med različnimi skupinami 
bolnikov. Tri skupine so bile narejene samo iz kliničnih podatkov odziva bolnikov na 
zdravljenje, iz naših rezultatov je mogoče te skupine razlikovati tudi s pomočjo relativnega 
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izražanja uporabljenih označevalcev. Kot je razvidno iz slike 10A, se izražanje močno 
razlikuje predvsem pri skupini ljudi, ki na zdravilo ne kažejo odgovora. Statistične razlike 
med skupinama ICR in NR je možno dokazati za tri izmed petih označevalcev, namreč 
FCER1A (P<0,001), CPA3 (P<0,01) in HDC (P<0,001), ter tudi za dva označevalca med 
skupinama CR in NR, in sicer FCER1A (P<0,05) in CPA3 (P<0,001). Poleg označevalcev 
so na Kliniki Golnik v okviru študije vsem obravnavanim bolnikom izmerili tudi število 
bazofilcev. Kot je razvidno s slike 10A, tudi to število zelo dobro korelira z odzivnostjo 
bolnikov na zdravilo omalizumab in ostalimi izmerjenimi označevalci. V nasprotju, pri 
izražanju označevalcev v tkivu, ni možno določiti statističnih sprememb med posameznimi 
skupinam (Slika 10B), vendar kot je že bilo diskutirano, se je določanje označevalcev v tkivu 
izkazalo kot zelo problematično in nezanesljivo. Predvsem velike probleme bi lahko 
predstavljalo veliko število ostalih celic, ki izražajo takšne označevalce, poleg tega v naši 
študiji ni bilo vključenih dovolj vzorcev za vzpostavitev dobrih statističnih rezultatov. 
 
Imunološko ozadje različnih skupin bolnikov je veliko bolj zapleteno. Kot je znano, imajo 
bazofilci pri bolnikih z aktivno KU spremenjeno sproščanje histamina po anti-IgE aktivaciji. 
Tako so Vonakis in sod. (2007) KU bolnike razdelili na odzivne (angl. responders) in ostale, 
ki so ob aktivaciji sprostili manj histamina (angl. non-responders). V novejši študiji so 
Rauber in sod. (2017) skupino »neodzivnih« razdelili še na pod skupino, pri kateri je bila 
opažena bazopenija. Predvsem spremembe v odzivu bazofilcev bi lahko bile razlog za 
drugačen odziv bolnikov pri aplikaciji zdravila in kot takšna, bi lahko prav zadnja skupina 
izmed njih korelirala naši skupini bolnikov, ki niso bili odzivni na delovanje zdravila. 
 
Označevalce, uporabljene v našem delu, bi lahko uporabljali za uvrstitev bolnikov v 
določene skupine, oziroma napoved njegove odzivnosti na zdravilo. Čeprav popolna 
določitev v skupino ni mogoča, saj med ICR in CR ni bilo mogoče zaznati statistično 
pomembni razlik, je mogoče zanesljivo ločiti skupino bolnikov, ki so popolnoma neodzivni 
na zdravilo in jim terapija ne pomaga. Tako bi po naših rezultatih določanje teh treh 
označevalcev predstavljal dober test, pred aplikacijo terapije, za ločevanje bolnikov, ki se 
odzovejo od tistih, ki se na zdravljenje ne odzovejo. Za bolnike, kateri so uvrščeni v tretjo 
skupino, skupino neodzivnih, bi bilo potrebno iskati druge metode zdravljenja oziroma druga 
zdravila. Eden izmed takih, ki se kaže kot dobra nadomestitev omalizumaba, predvsem kadar 
ta ne učinkuje, je ciklosporin, ki se v večjem številu študij izkaže kot zelo učinkovit (Di Leo 
in sod., 2011), predvsem pri bolnikih s KU, kjer ostala zdravila slabše delujejo.  
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6 SKLEPI 
Iz pridobljenih rezultatov je mogoče zaključiti, da je ozadje delovanja kronične urtikarije 
zelo kompleksno in bo potrebno v študijah poizkusiti še kar nekaj hipotez, preden bo 
popolnoma znano imunološko ozadje. Iz naših podatkov je mogoče videti, da je določanje 
izražanja označevalcev na bazofilcih tako v krvi kot v tkivu mogoče, s čemer bi potrdili prvo 
hipotezo. Vendar je ločevanje bazofilcev in mastocitev, le na podlagi označevalcev izredno 
zahtevno zato bi bilo potrebno najti specifični označevalec, vendar zaenkrat še noben ni 
kazal tako dobre specifičnosti.  
 
Iz spremljanja rezultatov skozi celotno časovno obdobje, je mogoče potrditi našo drugo 
hipotezo, kjer je sprememba označevalcev med samim zdravljenjem lepo vidna predvsem 
na sliki 4, prav tako je možno videti, da se označevalci ne spreminjajo pri neodzivnih 
bolnikih (Slika 6). Podatki na slikah 4 in 7 nam nakazujejo trende v skladu z našo tretjo 
hipotezo, vendar ti podatki niso statistično značilni, zaradi česar lahko to hipotezo le delno 
potrdimo. 
 
Iz kliničnih in ostalih podatkov o unikatnih spremembah bazofilcev, se lahko oblikuje teorija 
o nekakšnih podtipih kronične urtikarije, kar bi lahko pojasnilo tako različen odziv bolnikov 
na posamezno terapijo. Prav tu so se rezultati označevanja celic pokazali kot dobra možnost 
za ločevanje bolnikov v posamezne skupine, glede na njihovo odzivnost na delovanje 
zdravila.  
 
Prav zaradi tega bi se lahko določanje izražanja mRNA FCER1A, CPA3 in HDC uporabljalo 
kot diagnostična metoda za določanje populacije bolnikov, pri katerih zdravilo ne učinkuje, 
kar bi pomagalo k bolj smotrni uporabi učinkovine pri bolnikih, ki izkazujejo dober odziv. 
Poleg tega bi omogočalo hitrejšo napotitev ostalih bolnikov, k uporabi druge terapije in s 
tem učinkovitejše zdravljenje in zmanjšanje simptomov, kateri jim slabšajo vsakdanje 
življenje.  
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7 POVZETEK 
Kronična urtikarija je bolezen, pri kateri se urtike ali koprivke pojavljajo vsaj dvakrat na 
teden, skupno več kot šest tednov. Poleg nastanka urtik bolezen lahko spremljajo tudi pojavi 
angioedema. Čeprav bolezen v večini primerov ni nevarna za življenje, jo spremljajo srbeč, 
boleč in pekoč občutek, ki močno zmanjšajo kakovost življenja in otežujejo opravljanje 
vsakodnevnih nalog. Prav zaradi tega se razumevanju bolezni posveča veliko pozornosti. V 
zadnjem času je bila dokazana pomembna vloga bazofilcev in predvsem njihove unikatne 
sposobnosti med aktivnostjo urtikarije, kar nakazuje, da so prav ti eden izmed glavnih 
akterjev v delovanju bolezni. Raziskave mehanizmov KU, niso privedle do dokončnih 
ugotovitev, zato se veliko študij osredotoča na učinke zdravljenja pri KU. Tako se v zadnjem 
času veliko pozornosti posveča predvsem biološkem zdravilu omalizumab. To je 
humaniziriano monoklonsko protitelo anti-IgE, ki veže proste IgE v okolici in tako 
zmanjšuje njihovo število. S tem zniža tudi izražanje receptorja FcεRI, s čemer se zavre 
aktivnost bazofilcev in mastocitov. Zaradi znižane aktivnosti se preneha izločanje histamina, 
ki je glavni dejavnik pri nastanku različnih alergijskih odzivov, kot so tudi urtike in 
angioedem. Ta mehanizem delovanja se ne sklada popolnoma s pridobljenimi kliničnimi 
rezultati zdravljenj, zato so se oblikovale tudi druge hipoteze delovanje zdravila. Ena izmed 
njih je migracija bazofilcev v tkivo ob aktivni bolezni, ta mehanizem bolezni naj bi obrnil 
omalizumab in s tem lajšal simptome.  
 
Pri našem delu smo s pomočjo označevalcev na bazofilcih in mastocitih poizkušali potrditi 
to teorijo delovanja. Pri 51 bolnikih, zdravljenih z omalizumabom, je bila odvzeta kri in 
tkivo pred aplikacijo in v določenih časovnih obdobjih po njej. Iz vseh vzorcev je bila nato 
izolirana mRNA. Za določanje kakovosti izolirane mRNA, smo izmerili koncentracijo le te 
in nato še RIN. Dovolj kakovostno mRNA, smo prepisali v cDNA. To cDNA smo uporabili 
v metodi PCR v realnem času, kjer smo s pomočjo flourescentih barvil določali relativno 
izražanje petih označevalcev. Kot označevalce smo uporabili: FCER1A, CPA3, HDC, KIT 
in CCL3. Vsi poskusi so bili narejeni v trojnikih, določali smo relativno izražanje tarčnih 
genov po metodi ΔΔCt.  
 
Iz pridobljenih rezultatov je mogoče razvideti, da bazofilcev in mastocitev ni bilo možno 
ločiti, prav tako sta se dva izmed označevalcev izkazala kot zelo nezanesljiva. Namreč CCL3 
in KIT se lahko izražata tudi na drugih celicah prisotnih v našem materialu, kar je preveč 
vplivalo na rezultate. Bolniki so bili po kličnih podatkih odziva na zdravilo razdeljeni na tri 
skupine, in sicer na bolnike s takojšnim popolnim odzivnom (ICR), bolnike s kasnejšim 
popolnim odzivom (CR) in na neodzivne bolnike (NR). Iz rezultatov izražanja pri skupini s 
takojšnim popolnim odzivom na zdravilo, je mogoče videti trende izražanja, ki podpirajo 
teorijo o migraciji bazofilcev iz tkiva v kri. Vendar ti rezultati niso statistično značilni, zaradi 
česar je težko potrditi to hipotezo. Poleg tega se ti trendi ne pokažejo v tkivu, vendar so 
rezultati tkiva dokaj nezanesljivi. Tkivo namreč ni bilo odvzeto vsem bolnikom, kar pomeni, 
da smo iz tega pridobili le malo število podatkov. V nasprotju s primerjavo podatkov skozi 
celoten čas zdravljenja, so se kot zelo zanimivi izkazali predvsem podatki, pridobljeni v času 
pred samo aplikacijo zdravila. Iz teh podatkov je mogoče opaziti statistične razlike med 
posameznimi skupinami bolnikov. Izražanje označevalcev pri bolnikih, preden dobijo 
terapijo, se namreč lepo pokriva z njihovim kasnejšim odzivom na zdravljenje. Tu je možno 
dobro ločiti bolnike, ki se hitro odzovejo na terapijo od tistih, ki ne kažejo odziva. Iz teh 
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podatkov ter iz že opravljenih študij na bazofilcih pri KU, bi bilo možno sklepati na nekakšne 
podtipe kronične urtikarije. Kar pomeni, da se le ta razvija pri vsaki skupini bolnikov 
nekoliko drugače, kar bi tudi razložilo njihov različen odziv na posamezne terapije.  
 
Pridobljeni podatki o izražanju označevalcev na bazofilcih in mastocitih, bi lahko služili kot 
podlaga za diagnostično metodo, s katero bi preverjali odzivnost posameznega bolnika s KU, 
na terapijo z omalizumabom. To bi lahko služilo kot dober test, s katerim bi se zagotavljala 
bolj učinkovita uporaba zdravila, poleg tega, bi se bolnikom, katerim omalizumab ne 
pomaga, lahko hitreje iskalo alternativne načine in učinkovine za zdravljenje. Prav te 
skupine bi lahko bile v nadaljevanju zanimive za različne študijske raziskave pri iskanju 
novih, boljših učinkovin, ter za vzpostavljanje novih hipotez o delovanju omalizumaba za 
njegovo boljše razumevanje.  
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